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Description 

La presente invention concerne un procede pour la synthese de peptides a partir d'acides amines, et 
a Pintervention de trialkylcyanosilanes. 

La silylation des acides amines pour preparer des peptides par reaction d'un acide amine, dont la 
fonction — NH 2 est bloquee et dont ta fonction — COOH est activee, avec un autre acide amine, silyle a 
Pintervention d'agents de silylation tels que ie trimethylchlorosilane, a ete decrite par Kricheldorf H.R., 
Liebigs Ann., 1972, 763, p. 17-38. 

Par ailleurs, d'autres agents de silylation tels que Phexamethylsilazane (Birkofer L., Konkol W. et 
Ritter A., Chem. Ben 1961, 94, p. 1263-1267 et Birkofer L, Ritter A. et Neuhausen P.. Liebigs Ann. Chem., 
1962, p. 190-199) et la N-(trimethylsilyl)-diethylamine et la N,0-bis(trimethylsilyl)acetamide (S.V. Rogozhin, 
Yu. A. Davidovich. A.I. Yurtanov, Seriyta Khimicheskaya, N. 3, p. 657-660. March 1977 — Original article 
October 27, 1976) ont egalement ete divulgues pour cette meme reaction. 

On a egalement propose (brevet FR-A-2 341 586) de mettre en ceuvre un groupe beta-si ly let hyle de 
formule 



R,-Si-Cr: ? -CK 9 - 



dans laquelle R 1t R 2 et R 3 representent un radical hydrocarbone, pour la protection des groupes 
carboxyle lors de ia synthese de sequences de peptides. 

Les divers agents de silylation utilises a ce jour presentent toutefois des inconvenients divers. En 
effet, ces agents necessitent en general la presence d'une base qui doit etre eliminee par la suite et qui 
provoque souvent la racemisation des acides amines lors de i'etape de couplage ou la cyclisation interne 
au stade dipeptide. En outre des produits secondares sont formes lors de la siiylation et ia reaction est 
generalement incomplete ce qui engendre des rendements faibles souvent inferieurs a 50%. 

Un autre inconvenient des agents de silylation de Tart anterieur est du a la presence d'eau qui 
decompose les reactifs alkylsilyles avec formation de I'hexaalkyldisiloxane correspondant. 

Par ailleurs, les derives silyles sont formes au cours d'une etape separee et dolvent etre (soles avant 
I'etape de couplage. 

Dans les precedes de Tart anterieur, la synthese des peptides est en outre fortement limitee par les 
problemes de solubilite des peptides formes lorsque leur poids moleculaire augmertte. La synthese est 
done souvent limitee par les faibles solubilites des produits intermediates durant les reactions de 
couplage et par les difficultes de purification des produits finaux. Plus la chaine peptidique est longue, 
plus les problemes sont complexes. 

Par ailleurs, certains agents de silylation particuliers de Part anterieur presentent des problemes 
propres. C'est ainsi que 

— Pemploi d'hexamethyldisilazane, reactif plus nucleophlle que le compose amine silyle desire, 
provoque des reactions secondaires qui affectent le rendement du procede. 

— Putilisation du trimethylchlorosilane est incompatible avec la protection des groupements — NH 2 
des acides amines par des groupements de type benzyloxycarbonyle. 

D'autre part, Pemploi de trimethylcyanosilane a ete propose comme agent de reaction pour des 
aldehydes (Journal of Medicinal Chemistry, vol. 25, n°5, mai 1982, pages 605-610) ou des cetones, ainsi 
que comme agent protecteur pour des groupes carbonyles (Agricultural and Biological Chemistry, vol. 
39. n°2, 1975, pages 571-572). 

Le procede de la presente invention vise a realiser la synthese de peptides a partir d'acides amines 
par des agents de silylation ne presentant pas les inconvenients des procedes connus. 

Plus particulierement, le procede permet une reaction de couplage rapide en continu, qui a lieu sans 
racemisation, pouvant etre reaiis6 en ['absence de coreactifs basiques, en presence eventuelle d'eau et 
en presence des agents de protection connus. En outre, il permet I'obtention de peptides de poids 
moleculaire eleve avec des rendements superieurs a ceux obtenus avec les agents de silylation connus. 
Le procede de Pinvention permet par ailleurs de consommer chimiquement i'eau et d'obtenir des derives 
silyles volatifs ce qui facilite leur elimination. 

A cet effet, la presente invention concerne un procede pour la synthese de peptides a partir 

a) d'acides amines eventuellement associes et/ou substitues. qui sont actives, et 

b) d'acides amines eventuellement associes et/ou substitues, qui sont silyles a Pintervention de 
derives trialkylsilanes dans lequel on utilise comme trialkylsilanes des trialkylcyanosilanes de formule 
generate (A) 
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R 2 - Si - C = N . (A) 

5 

dans laquelle R u R 2 , R 3 representent, independamment ies uns des autres des groupements alkyles qui 
peuvent etre identiques ou differents et qui contiennent de 1 a 3 atomes de carbone. Habituellement, Ies 
groupements R„ R 2 , et R 3 representent des groupements alkyles contenant de 1 a 2 atomes de carbone. 
Enfin, R„ R 2 et R 3 representent de preference des groupements alkyles identiques. La trim6thylcyanosi- 
JO lane est tout particulierement pretere. 

Les trialkylcyanosilanes utilises dans le precede selon I'invention sont de preference des produits 
volatils qui peuvent etre facilement 6iimines. Ces agents de sliylation possedent des proprietes de 
stabilisation superieure aux agents de silyfation habituels ce qui permet ieur utilisation simultanee 
comme reactif pour la realisation de la liaison peptidique entre les acides amines et comme solvant des 
J5 acides amines et des peptides. 

Les trialkylcyanosilanes peuvent etre employes seuls, ou en presence de tiers soivants, ces derniers 
pouvant par exemple provenir de Petape deactivation ou etre ajoutes conjointement lors de I'etape de 
couplage. On prefere toutefois realiser l'6tape de couplage sans addition de tiers soivants. 

Des tiers soivants qui ont donne de bons resultats lorsqu'ils sont utilises conjointement au 
20 trimethylcyanosilane sont notamment le dichloromethane et Je tetrahydrofurane. 

La quantite de trialkylcyanosilanes que Ton utilise dans le procede selon I' invention peut varier dans 
de larges limites. En general, on met en oeuvre de 20 a 0,01 ml de trialkylcyanosilane par m.mole d'acide 
amine. Dans le cas du trimethylcyanosilane, on met en oeuvre de preference de 5 a 0,1 ml de 
trimethylcyanosilane par m. mole d'acide amine mis en ceuvre. 
25 Comme acides amines, on peut utiliser tout acide amine associe et/ou substitue possedant au moins 
une fonction carboxyiique et au moins une fonction amine primaire ou secondaire, tel que les acides 
amines naturels connus ou ies acides amines synthetiques ne se trouvant pas dans la nature. Comme 
acides amines naturels, on utilise generalement des acides amines aliphatiques lineaires, ramifies ou 
cycliques, tels que les acides amines a chalne hydrocarbonee, les acides amines hydroxyles ou soufres, 
30 ies acides amines dicarboxyliques, les acides amines basiques ainsi que les acides amines aromatiques 
ou heterocycliques. 

Par acide amine associe on entend tout compose resultant de la reaction d'un acide amine, par au 
moins une de ses fonctions carboxyliques et/ou fonctions amines, tel que defini cl-avant, avec une entite 
avec laquelle cette fonction est reactive. Parml les acides amines associes pr6f6res on entend des 

35 molecules tels que de petits peptides comportant une succession de 2,3 ou plusieurs acides amines de 
natures chimiques identiques ou differentes. 

Par acide amine substitue on entend tout compose du type des acides amines ou acides amines 
associes tels que definis ci-dessus comportant en lieu et place d'un ou de plusieurs atomes d'hydrogene, 
lies a des atomes de carbone, des substituants organ iques ou inorganiques. Ces substituants organ iques 

40 ou inorganiques peuvent etre simples ou complexes, substitu6s ou non, et comprennent notamment, les 
atomes de chlore et de fluor ainsi que des groupements aliphatiques et aromatiques tels que des 
groupements alkyls, alkenyls, cycloalkyls, benzyls, phenyls, napthyls, pyridinyis, etc. 

Les autres conditions operatoires utilisees dans le procede selon {'invention ne sont pas critiques ; 
ainsi la pression a laquelle est effectue le procede est generalement comprise entre 0,1 et 10 bar. De bons 

45 resultats ont ete obtenus a pression atmospherique. La temperature a laquelle est effectue le procede est 
telle que I'agent de silylatlon utilise reste liquide a la pression consideree. Habituellement elle est 
comprise entre 0 et 100 °C. A pression atmospherique lorsqu'on emploie le trimethylcyanosilane comme 
agent de silylation, la temperature est de preference comprise entre 10 et 40 °C lors de la reaction de 
couplage et de bons resultats ont ete obtenus a la temperature ambiante. 

50 Le procede peut etre realise dans tout appareiliage con$u a cet effet. 

Le schema de synthese du precede seton la presente invention est repris ci-apres. 
Dans ce schema A 1t A' 1t A 2 representent des restes d'acides amines quelconques naturels ou 
synthetiques. 11 est a noter que le principe du schema, bien qu'etabli pour des acides amines a fonction 
amine primaire, s'applique egalement dans le cas des acides amines comportant une fonction amine 

55 secondaire tels que la proline et I'hydroxyproline ; dans ce cas, II suff it de substituer la fonction — NH 2 par 
une fonction >NH dans le schema ci-apres. 

Schema de synthese 

50 1 — protection de la fonction amine d'un premier acide amine par un agent de protection classtque, 
comme par exemple la protection par des groupements de type benzyloxycarbonyle (appeie ci-apres 2) 
ou tert-butyloxycarbonyle (t-Boc), selon les schemas : 



65 



acide amine — acide amine protege 



3 



10 
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Z 

NH 2 — At — COOH — ^ 2 — NH — A 1 — COOH 
t-Boc 

NH2— A,— COOH M-Boc— NH— A,— COOH 

2 — activation de la fonction carboxyle par un agent d'activation classique, comme par exemple 
I'activation par la transformation en chlorure d'acide ou anhydride (Act) selon les schemas : 

acide amine protege acide amine protege et active 

2 — NH — A, — COOH — ^ 2— NH— A,— COOAct (I) 
t-Boc — NH — At — COOH — - t-Boc— NH—A,— COOAct (I)' 

*5 li est toutefois a remarquer que dans certains cas if est possibie de reaiiser 1'activation a partir 
d'acides amines proteges et dont la fonction carboxylique est substitute. Un exemple de ce type sont les 
acides amines N- proteges silyles obtenus par sllylation prealable par le trimethylcyanosilane (TMSCN), 
selon le schema : 

20 t-Boc — NH — A) — COOTMS — ^ t-Boc— NH— A,— COOAct (!)" 

3 — silylation d'un second acide amine par reaction avec un trialkylcyanosilane tel que le 
trimethylcyanosilane (TMSCN) selon le schema : 

25 acide amine — acide amin£ silyle 

NHg — Ag — COOH+TMSCN — TMS — NH — A 2 — COOTMS+HCN (II) 

II est toutefois bien entendu que la distinction entre les Stapes 1, 2 et 3 est purement formelle puisque 
30 ces etapes peuvent etre menees independamment les unes des autres. Dfcs lore, I'etape 3, par exemple, 
peut indifferemment suivre ou preceder les etapes 1 et 2. 

4 — couplage avec formation d'un peptide par reaction de i'acide amine protege et active (I) ou (IV et 
de I'acide amine silyle (II) selon les schemas 

35 Z — NH — At — COOAct + TMS — NH — A 2 — COOTMS — - 2 — NH — A, — CO — NH— Ag — COOTMS + TMSAct (III) 
ou 



40 



45 



SO 



t-Boc— NH— A,— COOAct + TMS — NH — A 2 — COOTMS — t-Boc — NH — A, — CO — NH — A2 — COOTMS + TMSAct 

(HI)' 

5 — desilylation du peptide obtenu (III) ou (III)' par deplacement du groupement trialkylsilane et 
formation du groupement acide carboxylique (—COOH), comme par exemple par un traitement en milieu 
methanolique ou en presence d'eau. Cette reaction se fait selon les schemas : 

Z — NH — A T — CO — NH — A 2 — COOTMS — 2 — NH — A,— CO — NH — Ag— COOH (IV) 

ou 

t-Boc — NH — A, — CO — NH — A2 — COOTMS —+> t-Boc — NH — A^ — CO — NH — A 2 — COOH (IV)' 
Les etapes 5 et 6 peuvent etre realisees en meme temps ou successivement. 



6 — deprotection du peptide obtenu (IV) ou (IV)'. Cette deprotection peut etre realisee par le 
55 deplacement de I'agent de protection et formation du groupement amine (NH2) par toute methode 
connue, telle que par exemple un barbotage d'acide chlorhydrique gazeux a travers une solution de 
dichloromethane et/ou de tetrahydrofurane, ou par I'acide trifluoroacetique dans du dichloromethane 
suivi du passage des peptides sous forme de sels sur une colonne echangeuse d'ions acides. Cette 
operation peut etre illustree par les schemas generaux suivants : 

60 

H~ 

Z — NH — A1 — CO — NH — A 2 — COOH — ^ NH2 — A1 — CO — NH — A 2 — COOH (V) 

65 ou • 



4 
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10 



20 



50 



t-Boc — NH — — CO — NH — A2 — CO OH — NH 2 — A, — CO — NH — A 2 — COOH (V)' 

Lorsque Ton desire proceder a des coupiages successifs d'acides amines, ies etapes 5 et/ou 6 ne sont 
pas toujours necessaires. Dans ce cas, deux voies sont possibles, c'est-a-dire en debutant a partir de lei 
terminaison carboxyle et en allant vers ia terminaison amine, sort en debutant a partir de la terminaison 
amine et en allant vers la terminaison carboxyle. 

Selon la premfere voie, le produit (V) est silyle selon le schema : 

NH2 — A 1 — CO — NH — A 2 — COOH + TMSCN TMS — NH — A, — CO — NH A 2 COOTMS (VI) 



et ce produit (VI) est ensuite associe avec un acide amin6 protege et active du type (I) et (I)'. 

Selon la seconde voie, le produit obtenu (V) est protege et active selon Ies schemes decrits dans Ies 
etapes 1 et 2 ct-dessus et le produit obtenu est mis a reagir avec un nouvel acide amine trimethysilyle sur 
15 ies fonctions amine et carboxyle de formule (II). 

Un exemple de schema de ce deuxieme cas peut etre le suivant 



Activation 

t-Boc — NH — A 1 — CONH — A\ — COOH - t-Boc — NH — A } — CONH — A\ — COOAct 



TMSCN en exces 
t-Boc — NH — A t — CONH — A^— COOAct+TMSNH — A2 — COOTMS ■ 



25 t-Boc — NH — A) — CONH — A', — CONH — A 2 — COOTMS 

Les precedes schematises ci-avant permettent grace k I'emploi de trialkylcyanosiianes de formule 
generale (A) d'obtenir des peptides, de type naturel ou synthetique n'ayant pas leur equivalent dans la 
nature. 

30 Ces peptides connus ou nouveaux obtenus selon le procede de I'invention peuvent etre utilises dans 
diverses applications telles que notamment la catalyse enzymatique, comme constituants nutritifs ou 
encore en tant que produits pharmaceutiques & usage v6t6rinaire ou humain. 

Les exemples suivants servent k Nlustrer I'invention. Dans ces exemples les abreviations suivantes 
ont 6t6 utilises : 

35 

Ala alanine 
Asp acide aspartique 

Cys cysteine 
Gly glycine 
40 Met methionine 
Phe phenylalanine 
Pro proline 
Ser serine 
Thr threonine 
45 Thz gamma-thiaproline 
Tyr tyrosine 
Val valine 
O Piv pivaloyloxy(trimethyl acetyloxy 

O Succ N-hydroxysuccinimide 



Exemple 1 : couplage d'un peptide avec un acide amine active et un acide amine silyle 



La : glycine-cysteine 

A 1,1 m. mol de cysteine hydratee iyophilisee est ajout6e 0,5 ml de trimethylcyanosilane dans un tube 
55 a essai a paroi epaisse et muni d'un bouchon. Le melange est pass6 aux ultrasons (sonificateur) jusqu'a 
I'obtention d'une solution claire. On chauffe le melange entre 60 et 80 °C pendant 5 minutes jusqu'a 
dissolution de I'acide amine. 

Ensuite 1 m. mol de glycine, protegee par 2 (groupe benzyloxycarbonyle) est activee par 0 Succ en 
presence de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide. obtenue dans une etape prealable. est ajoutee. 
60 Le couplage entre la cysteine silylee et ia glycine protegee et activee est accel§re par un chauffage 
doux a 40 °C et est termine apres 1 heure k temperature ambiante. 

La reaction est arretee par {'addition de 10 ml d'eau. La solution est ensuite Iyophilisee et le 
lyophilisat est melange avec du n-hexane. 

Apres une addition de 10 mi d'eau pour remettre le produit en suspension, celui-ci est centrifuge et le 
65. precipite recueilli est seche. 



5 
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Le rendement de formation en peptide protege est pratiquement quantitatif (Z-Gly-CysOH) sans 
contamination d'epimeres (Resonance Magnetique Nucleaire (RMN) < 5 %) I'agent de protection Z est 
finalement libere par un barbotage d'acide chlorhydrique gazeux dans du dichloromethane contenant le 
peptide protege avec la formation du dipeptide Gly-CysOH • HCI (chlorhydrate du dipeptide). 

5 

1.b: Glycine-Glycine 

La formation de Z-Gly-GlyOH est obtenue par le meme procede que celui decrit dans I'exemple 1.a. 
mais en mettant en ceuvre 1,1 m.mol de glycine hydratee lyophilisee en iieu et place de la cysteine. 

10 i.c : Alanine-Serine 

La formation de Z-Ala-SerOH est obtenue par !e meme procede que celui d6crit dans I'exemple 1.a, * 
mais en mettant en ceuvre 1,1 m.mol de serine hydratee lyophilisee en iieu et place de la cysteine et 1 
m.mol d'alanine protegee par Z et activee en lieu et place de la glycine. 

15 1.d : Phenylalanine-Serine 

La formation de t-Boc-Phe-SerOH est obtenue par ie meme procede, mais en mettant en ceuvre 1,1 
m.mol de serine hydratee lyophilisee en iieu et place de la cysteine et 1 m.mol de phenylalanine protegee 
par t-Boc et activee en lieu et place de la glycine. 

Le groupe protege par t-Boc est libere par un traitement avec I'acide trifluoroacetique suivi d'une 
20 evaporation. 

1.e: Proline-Phenylalanine 

La formation de t-Boc-Pro-PheOH est obtenue par le meme procede mais en mettant en ceuvre 1 ,1 
m.mol de phenylalanine hydratee lyophilisee en lieu et place de ia cysteine et 1 m.mol de proline protegee 
25 par t-Boc et activee en iieu et place de la glycine. 

Exemple 2 : Condensation repetee sans purification des peptides intermediaires 

Preparation de Z-Gly-Phe-SerOH 
30 1,1 m. mol (116 mg) de serine hydratee en poudre est dissous dans 1 ml de trimethylcyanosilane par 
un chauffage entre 60 et 80 °C durant moins de 5 minutes. 

A ceci, une solution de 1 m. mol (362 mg) de t-Boc-PheOSucc (phenylalanine protegee par le 
groupement t-Boc et activee par ia N-hydroxysuccinimide) dans 10 ml de dichlororrtethane ou de 
tetrahydrofurane est ajoutee. 
35 Apres 30 minutes, Tester actif a disparu. 

Le melange est verse k travers un verre fritte charge avec 5 g de silicagel, prealablement humidif ie 
avec 1 ml d'eau et lave avec 2 fois 20 ml de dichloromethane. 

Un barbotage d'acide chlorhydrique est realise durant 30 secondes a travers le filtrat qui est ensuite 
evapore. 

40 Le sel de dipeptide recuellli est redissous dans 2 ml de trimethylcyanosilane k temperature ambiante. 

On ajoute ensuite 0,98 mol (275 mg) de Z-GlyOSucc (glycine protegee par le groupement Z et activee „ 
par la N-hydroxysuccinimide) dans 10 ml de dichloromethane. 

Apres 30 minutes k temperature ambiante ia reaction est arretee par I'addMon de 10 ml d'eau, le 
precipite recuellli est s£che. 

45 Le rendement en Z-Gly-Phe-SerOH est de 88 % (calcule sur Z-GlyOSucc) (350 mg) ; le produit est pur ; 
selon tous les criteres de RMN. * . . . 

Exemple 3 : Preparation de Pro-Phe-Met-AspOH avec identification des oligopeptides intermediaires 

50 lere etape : t-Boc-Met-AspOH 

150 mg (1,1 m.mol) d'acide aspartique hydrate est dissous dans 0,5 ml de trimethylcyanosilane a 
80 °C en 3 minutes. 

346 mg (1,0 m.mol) t-Boc-MetOSucc est ajoute et le tout est chauffe a 40 °C. 
Apres une heure, un melange de 250 mg d'eau dans 2 ml d'acetonitrile est ajoute. Le produit est f iltre 
55 sur 5 g de Si0 2 comme dans I'exemple 2 ci-dessus et le produit obtenu est elue avec 30 ml d'une solution 
contenant 90% d'acetonitrile et 10% de methanol. 
Le residu est evapore. 

II contient en quantite equivalente le N-hydroxysuccinimide et le dipeptide desire protege par le 
groupe t-Boc. 

60 Le dipeptide est obtenu est utilise tel quel (apres lavage avec 10 cm 3 d'eau afin d'&lminer le N- 
hydroxysuccinimide) dans l*£tape de condensation suivante. 

2eme etape : t-Boc- Phe-Met-AspOH 

La deprotection du t-Boc dipeptide de I'etape 1 est reaiisee par un traitement avec 0,5 ml d'acide 
65 trifluoroacetique pendant une heure k temperature ambiante. 



6 
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La solution est ensuite evaporee et ie residu est repris dans 1,0 ml de trimethylcyanosilane. 
Un equivalent de t-Boc-PheOSucc est ajoute. 

Le couplage est realise comme precedemment decrit a la premiere etape pour le dipeptide. 
Le tripeptide protege par t-Boc est obtenu avec un rendement superieur a 95 %. 

5 • 

3eme etape : t-Boc-Pro-Phe-Met-AspOH 

Le protocole mention ne ci-dessus est repete en utilisant dans I' etape de condensation t-Boc- 
ProOSucc et on repete les operations comme decrit pour la premiere etape. 

Le N-hydroxysuccinimide forme est trimethylsilyle par Taddition de 0,5 ml de trimethylcyanosilane. il 
10 est ensuite evapore sous vide. 

Les residus sont traites a I'eau puis sont lyophilises. 

Du tetrapeptide protege pur est obtenu avec un rendement quantitatlf. 

Exemple 4 : Preparation de t-Boc-Thz-Phe-Met-AspOH 

15 

On opere comme decrit a r exemple 3, les deux premieres etapes sont identiques, mais lors de la 
troisieme etape, on met en ceuvre t-Boc-ThzOSucc a ta place de t-Boc-ProOSucc. 

Un rendement presque quantitatlf de tetrapeptide est obtenu. Le produit est pur selon Tanalyse de 
RMN. 

20 un melange 40 : 60 d'isomeres urethane au niveau de Pagent de protection t-Boc est observe a 0 °C. 

Exemple 5 : Preparation de diZ-Tyr-D-Ala-GlyOH 
1 hre etape : diZ-Tyr-D-AlaOH 

25 

449 mg de diZ-TyrOH (tyrosine hydratee protegee par un groupement de type dibenzyloxycarbonyle 
appete diZ) sont dissous dans 5 ml de tetrahydrofurane. 

On ajoute 0,096 ml de pyridine et 0,173 ml de triethylamine, puis 0,144 mi de chlorure d'acide 
trimethylacetique (chlorure de pivaloyle, Piv-CI) a — 10 °C afin d'obtenir un acide amine protege et 
30 active. 

Apres une minute, 1 g d'un echangeur d'ions seche sous sa forme carboxylique iibre (Amberlite IR 
C 50H) est ajoute afin de capturer tout exc&s de chlorure de pivaloyle. 
Le melange est agite durant 1 minute a — 10 °C. 

107 mg de D-Ala sont dissous, en chauffant, dans 5 ml de trimethylcyanosilane ; on obtient Tacide 
35 amine silyle qui est ajoute au melange precedent. 

Le melange obtenu est porte a temperature ambiante et maintenu a cette temperature durant 30 
minutes. 

Uechangeur d'ions est filtre et le filtrat est lyophilise. 

On y ajoute 2 ml de methanol et on evapore. On obtient diZ-Tyr-D-AlaOH qui est utilise tel quel. 

40 

2eme etape : diZ-Tyr-D-Ala-FlyOH 

Afin de I'activer, ie dipeptide protege obtenu lors de la premiere etape est dissous dans 0,096 ml de 
pyridine et 0,173 ml de triethylamine puis avec 0,144 ml de chlorure de pivaloyle. 

Apres une minute. 1 g d'un echangeur d'ions seche sous sa forme carboxylique iibre est ajoute et ie 
45 melange est agite une minute a — 10 °C. 

90 mg de glycine sont dissous dans 5 ml de trimethylcyanosilane afin de realiser la silylation. Ce 
produit silyle obtenu est ajoute au melange qui est maintenu 30 minutes a temperature ambiante. 
Uechangeur d'ions est fiitrS, le filtrat est lyophilis6 et 2 ml de methanol est ajout6. 
Apres evaporation, le tripeptide diZ-Tyr-Ala-GlyOH est rapidement recrystallis6 dans un melange 
50 ether 6thylique : acetate d'6thyle, donnant le tripeptide pur par analyse RMN. Le rendement est de 68 %. 

Exemple 6 

Exemple 6.a : synthase de la [Met 5 ]-encephaline 
55 La [Met 5 ]-enc6phaline est un pentapeptide de formule Tyr-Gly-Gly-Phe-Met. 
1ere etape : synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH 

1.75 g (10 m.mol) de t-Boc-GlyOH (glycine hydratee protegee par le groupement t-Boc) est dissous 
avec 1 ,6 g (20 m.mol) de pyridine et avec 1 ,0 g (10 m.mol) de triethylamine dans 20 ml de tetrahydrof urane 
60 seche. 

La solution est refroidie a — 10 °C, on y ajoute 1,22 ml (10 m.mol) de chlorure de pivaloyle en agitant 
afin de realiser I'etape deactivation. 

Apr^s une minute, on ajoute 750 mg (10 m.mol) de H-GlyOH qui sont prealabiement dissous dans 6 ml 
de trimethylcyanosilane et 10 ml de n-hexane afin de silyler la glycine. 
65 Le melange est evapore a une temperature superieure a 60 °C. 
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On ajoute 20 ml de toluene et 1 ml de trimethylcyanosilane et le melange est de nouveau evapore 
sous vide afin d'eliminer le chlorure de pivaloyle en exces. 

Le residu est dissous dans 20 ml de methanol puis est Evapore. 

Le residu est dissous dans 20 ml de toluene puis est evapore. 
5 Le dipeptide obtenu t-Boc-Gly-GiyOH est directement active par te chlorure de pivaloyle puis couple 
avec PheOH silyle comme decrit precedemment. 

Le tripeptide obtenu t-Boc-Gly-Gly-PheOH est active, puis couple avec MetOH silyle dans les memes 
conditions precedemment decrites. 

Le residu final est dissous dans 100 ml d'acetate d'ethyle et 10 ml d'ethanol puis est lave avec 50 ml 
10 d'acide citrique a 50 % dans I'eau. 

La phase d'acetate d'ethyle est sechee sur du sulfate de magnesium puis est evaporee. Le residu est 
recristallise dans un melange acetate d'ethyle : ether ethylique. 

Le tetrapeptide t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH est obtenu pur selon les criteres de la RMN. 

Le rendement est de 63 % (3,25 g). 

15 

2eme etape : synthese de la [Met 5 ]-encephaline 

510 mg (1 m.mol) du tetrapeptide protege par le groupement t-Boc, obtenu dans ia premiere etape, 
sont dissous dans 2 ml d'acide trifluoroacetique (Tfa) qui contient 15% en volume d'ethanethiol. 
La solution est gardee en 2 heures a temperature ambiante, puis chauffee 15 minutes a 40 °C. 
20 Apres evaporation, on obtient la formation quantitative de Tfa-H 3 N e -Gly-Gly-Phe-MetOH. 

A ce produit est ajoute 415 mg (1,1 mol) de t-Boc-OH-Tyr-OSucc avec 2 ml de trimethylcyanosilane et 
2 ml de tetrahydrofurane. 

Le sel tetrapeptide est progressivement solubiiise, puis est passe 30 minutes aux ultrasons en agitant 
sous vide a 0°C, une solution claire est ainsi obtenue. Aprds deux heures a temperature ambiante, la 
25 reaction est complete et le melange est solidifie. 

Le solide est dissous dans 5 ml de tetrahydrofurane. 

L'exces de t-Boc-(OTMS)Tyr-OSucc est enieve par I'addition de 1 g d'aminopropyl silicagel (5,40 jjl, 3 
meq • NH^g). 

Apres 30 minutes, le produit est f litre. 
30 Le fiitrat est traite avec 20 ml de methanol. 
Le produit est evapore. 

Le rendement obtenu lors de cette seconde etape est de 95 %. 

Le pentapeptide protege par t-Boc est recristallise dans un melange d'acetate d'ethyle : ether 
ethylique. 

35 Le pentapeptide est obtenu pur selon les criteres de RMN. Le rendement total est de 60 %. 

Le pentapeptide [Met 5 ]-encephaline est deprotege par un traitement avec I'acide trifluoroacetique 
suivi d'une evaporation sous vide avec obtention du sel correspondant. 

Exemple 6.b : synthese de la [Leu 5 ]-encephaline 

40 

La [Leu 5 )-encephaline est un pentapeptide de formule Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. 
La synthese a lieu de la meme maniere que decrit dans I'exemple 6.a precedent, mais en rempla$ant 
ia methionine par la leucine. 

45 Exemples 7 et 7R : Synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH 

L'exemple 7 est conduit selon Pinvention, I'exemple 7R est un exemple comparatif de I'exemple 7 qui 
utilise le trimethylchlorosiiane en lieu et place du trimethylcyanosilane. 

50 Exemple 7 : Synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH 

Dans un flacon de 500 ml sont mis 5 m.mol de t-Boc-Gly OH (glycine hydratee protegee par le 
groupement t-Boc) dissous dans 5 m.mol de triethyiamine, 5 m.mol de pyridine et 20 ml de 
tetrahydrofurane. 

55 La solution est refroidie a — 15 °C et on y ajoute 5 m.mol de chlorure de pivaloyle en agitant afin de 
realiser r etape d'activation. 

Apres 2 minutes on ajoute 5,5 m.mol de glycine persilytee, obtenue en dissolvant H-Gly OH dans 3 ml 
de trimethylcyanosilane et 5 ml de n-hexane. 

La solution est ramenee a temperature ambiante, puis evaporee sous pression reduite en vue de 
60 separer les composants syiiles volatils. 

La solution est traitee avec 30 ml de tolufene, puis est evapor6e & sec ; ceci est repute une fois avec de 
nouveau 30 ml de toluene. 

Le residu est dissous dans un melange methanol-toluene (1 : 1), puis est evapore. 
Le residu est de nouveau traite deux fois avec 30 ml de toluene, puis est evapore a sec en vue 
65 d'enlever toute trace d'exces de methanol. 
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Ledipeptide bbtenu t-Boc-Giy-Gly OH est directement active par le chlorure de pivaloyle puis couple 
avec Phe OH silyle comme decrit precedemment. 

Le trtpeptide obtenu t-Boc-Gly-Gly-Phe OH est active, puis couple avec MetOH silyle dans les memes 
conditions precedemment decrites. 
5 Le residu final evapore contient t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH. 

Celui-ci est dissous dans 100 ml d'acetate d'ethyle et 20 ml de methanol, puis est lave successivement 
avec de I'eau et de i'acide phosphorique (pH environ 2). 

Le residu evapore est recristailise une premiere fois dans du dichloromethane, une seconde fois dans 
un melange acetate d'ethyle : ether ethylique. 
10 Le tetrapeptide est obtenu pur salon les crlteres de la RMN. 

Le rendement est de 63 %. 

Exemple 7R — Exemple comparatif — Synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH 
en utilisant comme agent de silylation le trimethylchlorosllane. 

15 

1ere etape : silylation de chaque acide amine 
a) Methionine 

A 5 m.mol de methionine sous forme de zwrtterion est ajoute 10 m.mol de triet hy lam ine dans 2 ml de 
trimethylchlorosilane. A ce melange est ajoute 25 ml de trichloromethane seche. Ce melange est chauffe 
20 jusqu'a Tobtention de solutions claires. 

On elimine le chlorhydrate de trimethylamine forme par filtration sous azote apres precipitation au 
toluene seche. 

Apres filtration, la solution est reduite a environ 20 ml en volume et utiltsee telle quelle. 
La silylation de la methionine est realisee en 3 heures a temperature ambiante par cette methode. 
25 b) Glycine 

La silylation de la glycine a lieu de la meme maniere que cede de la methionine decrite dans I'exemple 
a) precedent ; mats cet acide amine exige une etape de reflux, 
c) Phenylalanine 

La silylation de la phenylalanine a lieu de la meme mani&re que cede de la methionine decrite dans 
30 I'exemple a) precedent, mais cet acide amine exige une etape de reflux. 

2eme etape : activation . 

Dans un f lacon de 500 ml sont mis 5 m.mol de t-Boc-GlyOH dissous dans 5 m.mol de triet hyla mine, 5 
m.mol de pyridine et 20 ml de tetrahydrofurane. 
35 La solution est refroidie a — 15 °C et on y ajoute 5 m.mol de chlorure de pivaloyle en agitant. 

Apres 2 minutes, on ajoute une solution de 5,5 m.mol de glycine persilylee obtenue lors de la 
premiere etape. 

La solution est ramenee a temperature ambiante, puis evaporee sous pression reduite en vue de 
separer les composants silyles volatiis. 
40 La solution est traitee avec 30 ml de toluene puis est evaporee a sec ; ceci est repete une fois avec de 
nouveau 30 ml de toluene. 

Le residu est dissous dans un melange methanol-toluene (1 : 1) ; puis est 6vapor€. 

Le residu est de nouveau traite deux fois avec 30 ml de toluene, puis est evapore a sec en vue 
d'enlever toute trace d'exces de methanol. 
45 Le residu evapor6 est utilise tel quel dans !'6tape de couplage ulterieure. 

Le meme protocoie est suivi avec la solution de phenylalanine persilylee en lieu et place de la glycine, 
puis avec la solution de methionine persilylee, dans ce cas ('activation exige 10 minutes k — 15 °C. 

3&me etape : couplage 
50 Le residu final evapor6 contient t-Boc-Gly*Gly-Phe-MetOH. 

Celui-ci est dissous dans 100 ml d'acetate d'ethyle et 20 ml de methanol, puis est lave successivement 
avec de I'eau et de I'acide phosphorique (pH environ 2). 

Le residu evapore est recristailise une premiere fois dans du dichloromethane, une seconde fois dans 
un melange acetate d'ethyle : ether ethylique. 
55 Le tetrapeptide est obtenu pur selon les criteres de la RMN. 
Le rendement est de 28 %. 

La comparaison de I'exemple 7 et de I'exemple 7R montre la nette difference de rendement obtenu : 
de plus, la realisation de I'exemple 7R necessite une succession d'operations plus complexes (chauffage, 
filtration, evaporation) que I'exemple 7 ; tout particulierement dans I'exemple 7R, la formation de 
60 triethylamine-acide chlorhydrique (sels) est genante ; ce produit doit etre elimine par filtration apres 
addition de toluene, ces operations exigent des conditions de travail en atmosphere tres seche. 

Revendicatlons 

65 1. Procede pour la synthese de peptides k partir : 
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a) d'acides amines eventueliemenr associes et/ou substitues, qui sont actives, et 

b) d'acides amines eventueltement associes et/ou substitues, qui sont silyles a {'intervention de 
derives t rial kylsi lanes, caracterise en ce qu'on utilise comme trialkylsilanes des trialkylcyanosilanes de 
formule generate (A) 

- Si - C = K 
- I (A) 
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dans iaquelle R n , R 2 , R 3 representent ind6pendamment les uns des autres, des groupements alkyies, qui 
peuvent etre identiques ou differents et qui contiennent de 1 a 3 atomes de carbone. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les trialkylcyanosilanes sont utilises pour 
realiser les liaisons peptidiques entre les acides amines. 
15 3. Procede selon ia revendication 1 ou 2, caracterise en ce que les trois groupements alkyies R lf R 2l 
R 3 contiennent de 1 a 2 atomes de carbone. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que les trois groupements alkyies R„ R 2 , R 3 
sont identiques. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le trialkylcyanosilane utilise est le 
20 trim6thylcyanosilane. 

6. Procede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que Ton met en ceuvre de 20 a 0,01 ml de 
trialkylcyanosilane par m.mole d'acide amine. 

7. Procede seion la revendication 5, caracterise en ce que Ton met en ceuvre de 5 a 0,1 ml de 
trimethylcyanosilane par m.mole d'acide amine. 
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Claims 



1 . Process for synthesizing peptides from : 

30 a) amino acids which may optionally be combined and/or substituted and which are activated, and 

b) amino acids which may optionally be combined and/or substituted and which are silylated using 
trialkylsilane derivatives, characterized in that there are used, as trialkylsilanes, trialkylcyanosilanes of 
general formula (A) 

35 *1 

R, - Si - C s K (A) 

i 3 

40 in which R 1f R 2 , R 3 denote, independently of each other, alkyl groups which can be identical or different 
and which contain from 1 to 3 carbon atoms. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that the trialkylcyanosilanes are used to form 
peptide bonds between the amino acids. 

3. Process according to Claim 1 or 2, characterized in that the three alkyl groups Ri, R 2 and R 3 
45 contain 1 or 2 carbon atoms. 

4. Process according to Claim 3, characterized in that the three alkyl groups R 1t R 2 and R3 are 
identical. 

5. Process according to Claim 4, characterized in that the trialkylcyanosilane used is trimethyl- 
cyanosilane. 

50 6. Process according to Claims 1 to 4, characterized in that from 20 to 0.01 ml of trialkylcyanosilane 
are employed per mmoi of amino acid. 

7. Process according to Claim 5, characterized in that from 5 to 0.1 ml of trimethylcyanosilane are 
employed per mmol of amino acid. 

55 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Synthese von Peptiden aus : 

a) Aminosauren, gegebenenfalls assoziiert und/oder substituiert, die aktiviert sind, und 

b) Aminosauren. gegebenenfalls assoziiert und/oder substituiert, die durch Einwirkung von 
60 Trialkylsilan-Derivaten silyliert sind, dadurch gekennzeichnet, daB man als Trialkylsilane Trialkylcyanosila- 
ne der ailgemeinen Formel (A) 

R, 
1 1 

R 9 - Si - C 5 K (A) 
65 " 
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verwendet, worin R u R 2l R 3 unabhangig voneinander Alkylgruppen darstellen, die identisch Oder 
unterschiedlich sein konnen und die von 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthalten. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Trialkylcyanosilane verwendet 
werden, urn die Peptidbindungen zwischen den Aminosauren zu verwirklichen. 
5 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB die drei Alkylgruppen R„ R 2 . R 3 
von 1 bis 2 Kohlenstoffatome enthalten. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB die drei Aikylgruppen R,, R 2 , R 3 
identisch sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das verwendete Trialkylcyanosiian das 
10 Trimethylcyanosilan ist. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man 20 bis 0,01 ml 
Trialkylcyanosiian pro mmol Aminosaure einsetzt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man von 5 bis 0,1 ml Trimethylcyanosi- 
lan pro mmol Aminosaure einsetzt. 
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